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GROSSET FOURNIER ET DEMA- 



@) UTILISATION DE POLYMERES ET D'OLIGOMERES DE XYLOGLUCANE, ET DE COMPOSES DERIVES, 
TANT QUE PRODUITS PHYTOSANITAIRES ET BIOFERTILISANTS. 

(57) L'invention a pour objet ('utilisation d'un compose 
comprenant une structure osidique de formule: 
X] -X0-X3- (X 4 ) n 

dans laquelle X 1 , X 2 , X 3 , et X4 , independamment les 
uns des autres, representent un ose choisi parmi le glucose, 
le galactose, le xylose, le fucose, ou I'arabinose, cet ose 
etant le cas echeant sous forme reduite et/ ou etant substi- 
tue, notamment par un groupe alkyle ou acyle, tel qu'un 
groupe methyle ou acetyle, et n represente 0 ou 1 , dans le 
cadre de I'adaptation des plantes a un stress abiotique, le 
controle de la floraison, le controle de la fructification, et In- 
duction de reactions de defense contre les pathogenes. 
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UTILISATION DE POLYMERES ET D'OLIGOMERES DE XYLOGLUCANE, 
ET DE COMPOSES DERIVES, EN TANT QUE PRODUITS 
PHYTO SANIT AIRES ET BIOFERTILISANTS 



La presente invention a pour objet de nouvelles utilisations de polymeres ou 
d'oligomeres de xyloglucane, ainsi que de composes derives, dans le domaine 
phytosanitaire, et celui de la biofertilisation. 

Les parois cellulaires des fruits et des vegetaux sont formed de polysaccharides, 
dont principalement la pectine, la cellulose et le xyloglucane qui intervient dans la 
mise en place des parois (Levy S et al., Plant J. 1997, 11(3) : 373-86). Le 
xyloglucane se retrouve egalement en grande quantite dans l'endosperme des graines 
des Dicotyledones. 

Le xyloglucane est un polymere de l,4-(3-glucane substitu^ differemment selon 
son origine. Chez les Dicotyledones, les substitutions des chaines lineaires de 1,4 (5~D- 
glucane impliquent le plus souvent des ramifications de type 1,6 oc-D-xylosyL ou 1,6 
a-D-xylose 1,2 p-D-galactosyl, et du rucose peut dtre associe, en position terminale, 
au galactose, soit une ramification laterale de type 1,6 a-D-xylose 1,2 (3-D-galactose 
1,2 a-L-fucosyl. Toujours chez les Dicotyledones, le residu rucose est absent de 
l'endosperme, et il peut 6tre remplace par le residu a-L-arabinose, par exemple chez 
certaines Solanacees. Le xyloglucane des Monocotyledones difiere de celui des 
Dicotyledones par un taux plus faible de substitution par les residus xylose, galactose et 
par l'absence de rucose. Le xyloglucane forme avec les microfibres de cellulose des 
structures pontees qui constituent l'ossature et assurent la flexibilite" de la paroi 
cellulaire des veg&aux (Pauly M, Albersheim P, Darvill A , York WS (1999) Plant J, 
20 (6): 629-39). 

Le xyloglucane est un substrat d'endoxyloglucanases (Vincken JP, Beldman G, 
Voragen AG Carbohydr Res (1997) 13, 298(4):299-310) ou de xyloglucane 
endotransglycosylase (Steele NM, Fry SC, Biochem J (1999) 15, 340, 1, 207-211), a 
savoir d'activites enzymatiques aptes a modifier la structure des parois cellulaires au 
cours de Velongation cellulaire, en periode de germination, de fructification par exemple 
et qui sont dependantes d'hormones notamment d'auxines (Hetherington PR et Fry S. 
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(1993) Plant Physiology, 103, 987-992), et de gibberellines (Maclachlan G et Brady C 

(1994) Plant Physiol 105, 965-974). 

Le xyloglucane, en particulier un oligomere fucosyle, le nonasaccharide XXFG 
(decrit dans Fry et al. (1993) Physiologia Plantarum, 89, 1-3), est bien connu pour son 
effet antiauxinique (Mac Dougall CJ et Fry SC (1989) Plant Physiol 89, 883-887). A 
l'oppose, des oligomeres sans fiicose mais avec du galactose corame les oligomeres 
XXLG et XLLG ont un effet auxinique (Mc Dougall GJ et Fry SC (1990) Plant 
Physiology 93, 1042-1048). 

Par ailleurs, de nombreux signaux generent des especes activees d'oxygene (on 
parle egalement de "burst oxydatif '). Des especes activ6es d'oxygene sont bien connues 
pour etre liberees au cours des interactions plante-pathogene. Des oligosaccharides de 
diverse origine (acide polygalacturonique, chitosane, O-glycanes ..) ont ete repertories 
pour leur capacite a generer un burst oxydatif (Low PS et Heinstein PF (1986) Arch. 
Biochem. Biophys. 249, 472-479; Rogers KR., Albert F, et Anderson AJ (1988) Plant 
Physiol 86, 547-553; Apostol I, Heinstein PF et Low PS (1989) Plant Physiol 90, 109- 
116; Vera-Estrella R, Blumwald E et Higgins VJ (1992) Plant Physiol. 1208-1215; 
Bolwell GP, Butt VS, Davies DR et Zimmerlin A. (1995) Free Rad. Res. Comm. 23, 
517-532 ; Orozco-Cardenas M et Ryan CA (1999) PNAS, 25, 96, 11, 6553-655; Nita- 
Lazar M, Iwahara S, Takegawa K, Lienart Y (2000) J Plant Physiol, 156, 306-3 1 1). Les 
enzymes NAD(P)H oxydo-reductases pour la liberation d' anion superoxyde (Van 
Gestelen PV, Asard A, Caubergs RJ (1997) Plant Physiol 115, 543-550) et peroxydases 
pour la formation de peroxyde ou d' anion superoxyde ou de radicaux OH, sont 
impliquees (Baker CJ et Orlandi EW (1995) Ann. Rev. Phytopathol, 33, 299-321; Chen 
SX et Schopfer P (1999) Eur Bioch 260, 726- 735). D'autres signaux (acide salicylique, 
jasmonates, cGMP, NO...) generent aussi un burst (Chen Z, Malamy J, Henning J, 
Conrath U, Sanchez-Casas P, Silva H, Ricigliano J, Klessig DF (1995) Proc Natl Acad 
Sci USA, 92, 4134-4137; Voros K, Feussner I, Kuhn H, Lee J, Graner A, Lobler M, 
Parthier B, Wasternack C Eur J Biochem (1998) 15, 251, 36-44; Dumer J, et Klessig J, 
Wendeherme D, Klessig DF (1998) Proc Natl Acad Sci USA, 95, 10328-10333; 
Durner D et Klessig DF (1999) Current Opinion in Plant Biology, 2, 369-374). 

Des conditions extremes d'environnement (secheresse, froid, UV, salinite...) 
declenchent le meme effet. 
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Le role majeur de H 2 0 2 dans la generation du burst comme dans la regulation du 
stress oxydant repose : 

- sur sa formation par dismutation a partir de V anion superoxyde (Bolwell GP, 
Davies DR, Gerrish C, Auh CK et Murphy TM (1998) Plant Physiol 1 16, 1379-1385), 

- sur son utilisation dans des sequences du metabolisme des acides gras Cig (pour 
la peroxydation de lipides (Koch E, Meier BM, Eiben H-G, Slusarenko A (1992) Plant 
Physiol 99, 571-576) ou pour la synthese d'octadecanoides et de leurs derives dont 
certains comme les methyl-j asmonates sont des metabolites a fonction hormonale, 

- sur sa fonction de substrat pour des enzyme peroxydase et catalase, propriete 
limitant 1' accumulation de peroxyde toxique pour la cellule (Baker CJ, Harmon GL, 
Glazener JA et Orlandi EW (1995) Plant Physiol, 108, 353-359). 

Les especes activees d'oxygene, 1' anion superoxyde en particulier, controlent 
differentes voies metaboliques. Elles interviennent dans : 

- la biosynthese des polyamines : des monoamines sont oxydees en aldehydes 
avec production de NH3 et de peroxyde. L'oxydation de la L-arginine par la nitrite- 
synthase aboutit a la formation d'un precurseur de polyamine (L-citralline), 

- la synthese de I s ethylene, 

- la synthese des gibberellines. Plus de 20 oxydases sont impliquees dans la 
regulation de la biosynthese des gibberellines. 

Les especes activees d'oxygene interviennent dans des etapes de transduction de 
signaux, parce qu'elles sont associees a l'activite de liaison de recepteurs ou a l'activite 
d'enzymes de transduction (Jabs T, Tschope M, Colling C, Hahlbrock K et Scheel D 
(1997) Proc Natl Acad Sci USA 29, 94, 9, 4800-4805; Burner J, Wendehenne D, 
Klessig DF (1998) Proc Natl Acad Sci USA, 95, 10328-10333). 

Elles mterviennent dans la regulation du potentiel redox cellulaire par 
rintermediaire des groupements thiols (conversion GSSG-GSH, cystine-cysteine, etc,.)- 
A ce titre, elles contr61ent des processus de senescence qui se manifestent a certaines 
phases de la floraison et de fructification dans differents organes. 

Le burst oxydatif interfere avec le metabolisme hormonal, le potentiel le plus 
performant pour reguler les stades de floraison et de fructification (en particulier leur 
declenchement et leur duree sont programmes par une balance hormonale (rapport 
auxine/cytokinine par exemple), et les especes activees d'oxygene, dont le peroxyde, 
controlent la synthese des polyamines). 
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La presente invention decoule de la mise en evidence par les Inventeurs du fait 
que les polymeres et oligomeres de xyloglucane, ainsi que des composes derives de ces 
derniers, ont un effet de stimulation de l'enzyme glutathion reductase, de l'enzyme 
phospholipase D chez les plantes, ainsi que des glycosylhydrolases. 
5 En stimulant l'enzyme glutathion reductase, les polymeres et oligomeres de 

xyloglucane declenchent des reactions d'adaptation a tout stress oxydant, comme le 
froid en particulier, en limitant les effets toxiques des especes activees d'oxygene (Allen 
RD, Webb RP, Schake SA (1997) Free Radic Biol Med, 23 (3):473-479; O'Kane D, 
Gill V, Boyd P, Burdon R (1996) Planta, 198 (3):371-377), et ils regulent le potentiel 

10 redox de la cellule, ce qui modifie l'activite d' enzymes ou de proteines thiol- 

dependantes, phospholipase D, thiol-proteases et inhibiteurs de thiol-proteases en 
particulier (Taher MM, Mahgoub MA, Abd-Elfattah (1998) AS Biochem Mol Biol Int 
46 3, 619-28), ainsi que par un effet d'induction d'un inhibiteur de protease thiol- 
dependante, et ce sans pour autant activer en cascade d'autres systemes enzymatiques 

1 5 dans des proportions nefastes pour la plante. 

En stimulant l'activite phospholipase D, les polymeres et oligomeres de 
xyloglucane amplifient l'effet hormonal de l'acide abscissique dans la mesure ou 
1' activation de l'enzyme conduit a la production d'acide phosphatidique (qui mime les 
effets de l'acide abscissique). A ce litre, ils peuvent reveler un antagonisme contre les 

20 gibberellines, l'ethylene ou les jasmonates (Grill E., Himmelbach A. (1998) Current 

Opinion in Plant Biology, 1, 1, 5, 412-418; Ritchie S, Gilroy S (1998) Plant Biology, 
95, 5, 3, 2697-2702; Moons A, Prinsen E, Bauw G, Van Montagu M (1997) Plant Cell 9 
12, 2243-59). 

Actuellement, en dehors des engrais chimiques, le controle du developpement des 
25 vegetaux repose principalement sur : 

- l'utilisation de compositions agricoles enrichies en oligo -elements, en 
composants nitrate, phosphate, et potassium, en polyamines ou en certaines hormones, 

- l'utilisation de micro-organismes, naturels ou genetiquement modifies, qui 
ameliorent la qualit6 du sol, favorisent la croissance des vegetaux ou accroissent le 

30 rendement des cultures ; il s'agit notamment des rhizobiacees comme R. meliloti et B, 

japonicum, des bacteries fixatrices d'azote libre, comme Bacillus et Pseudomonas, et 
des champignons comme Penicillium^ 

- le developpement de plantes transgeniques. Cette technologie se heurte a des 
problemes legislatifs et a une forte opposition de la part des consommateurs; de plus, 



